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Notch  is  a  local  signaling  pathway  that  regulates  embryonic  cell  fate  determina2on, 
diﬀeren2a2on, and paperning. Vertebrate Notch genes encode an evolu2onarily conserved group 
of  type  I  transmembrane protein  receptors.  The extracellular  region of Notch  can  interact with 
membrane‐bound ligands of the Delta or Serrate/Jagged families in mammals. This interac2on is 
followed  by  two  sequen2al  proteoly2c  events  that  result  in  the  genera2on  and  nuclear 
transloca2on of the Notch intracellular domain (NICD). In the nucleus, the NICD heterodimerizes 
with the transcrip2onal repressor CSL –RBPJK in mammals‐ and converts  it  into a transcrip2onal 
ac2vator.  Main  NICD/RBPJk  target  genes  include  those  encoding  basic  helix‐loop‐helix  (bHLH) 
transcrip2on factors of the HES and Hey/HRT/Herp families. 
 
  For  more  than  a  century,  many  inves2gators  have  worked  to  understand  the  gene2c 
regula2on  of  the  hematopoie2c  development.  In  the  last  two  decades,  several  groups  have 
reported essential  func2ons of Notch  in deﬁni2ve hematopoiesis and also  in binary cell  choices 
along  lymphohematopoie2c  diﬀeren2a2on,  specially  in  T  cells.  This  way,  50%  of  T‐cell  Acute 
Lymphoblas2c Leukemia (T‐ALL) pa2ents carry transloca2ons and/or muta2ons that result in the 
cons2tu2ve  ac2va2on  of  Notch1.  These  data  suggest  that  Notch  func2on  is  essen2al  for  the 
correct func2oning of the hematopoie2c system. 
 
  We have  examined  the  eﬀect  of  overexpression of N1ICD on embryonic  Tie2+  cells  and 
their  progeny  during  embryonic  development.  In  the  postgastrula2on  mouse  embryo,  Tie2  is 
expressed  in  both  endothelial  and  hematopoie2c  progenitors.    Embryonic  day  (E)  9  to  10 
transgenic  embryos  (Tie2‐CRE/+;N1ICD/+)  showed  drama2c  reduc2on  of  embryo‐derived 
hematopoiesis  and  hematopoie2c  changes  in  the  yolk  sac:  marked  deple2on  of  mul2potent 
progenitors,  early  par2al  blockade  in  erythroid  cell  diﬀeren2a2on  and  hemoglobiniza2on,  and 
promo2on  of  the  ﬁrst  stages  of  myelopoiesis,  but  repression  of  ﬁnal  matura2on  where  the 
genera2on  of  granulocytes  is  selec2vely  inhibited.  In  addi2on,  the  embryonic  bipoten2al 
progenitor popula2on that usually disappears at E7.5‐8, persists un2l E9.5‐10 as an autonomous 
eﬀect  of  the  overexpression  of  N1ICD.  The  intraembryonic  deﬁni2ve  hematopoiesis  is  almost 
completely  abolished.  Hierarchical  gene2c  analysis  of  N1ICD+  vs. WT  cell  popula2ons  revealed 





























































































































































la  médula  ósea,  donde  residen  las  HSCs,  el  bazo,  el  2mo,  los  ganglios  linfá2cos,  las  placas  de 
Peyer, los llamados GALT (Gut‐associated‐lymphoid ;ssue), entre otros. 
 
En  el  sistema  hematopoyé2co  se  reconocen  diversos  compar2mentos  celulares,  que 
podemos  agrupar  en:  células  madre  (LT‐HSCs,  ST‐HSCs),  progenitores  mul;potenciales, 







Figura 1. Diferenciación de  los  linajes hematopoyé;cos en el  ratón. En  la visión clásica de  la 
maduración  hematopoyé2ca,  las  células madre  hematopoyé2cas  (LT‐HSC)  son  la  fuente  de 
todos  los  linajes  sanguíneos  del  organismo.  A  par2r  de  las  LT‐HSC,  se  generan  las HSC  con 
capacidad de recons2tuir el sistema hematopoyé2co de ratones irradiados letalmente a corto 
plazo  (ST‐HSCs).  De  ella,  se  diversiﬁcan  dos  grandes  ramas:  el  linaje  mieloide,  a  par2r  del 
progenitor mieloide común (CMP), y el  linfoide, del progenitor  linfoide común (CLP). El CMP 
dará  lugar al progenitor  común de eritrocitos  y megacariocitos  (MEP)  y  los progenitores de 





células  hematopoyé2cas  debido  a  la  corta  vida  media  de  estas  úl2mas.  Las  caracterís2cas 
principales  y  exclusivas de  las HSCs  son:  (1)  poseen  la máxima  capacidad de autorrenovación  y 







lugar,  divisiones asimétricas, mediante  las  cuales  se  generan  dos  células  diferentes:  la  primera 
permanece  como  LT‐HSC,  mientras  que  la  segunda  inicia  el  camino  de  especiﬁcación  y 
diferenciación hacia uno de los linajes hematopoyé2cos (Figura 1). 
 
Los estadios  intermedios de diferenciación entre  las LT‐HSCs y  las células maduras están 
cons2tuidos  por  células  que  han  sufrido  restricciones  en  la  capacidad  de  diferenciación,  pero 
todavía  no  han  adquirido  los  cambios  morfológicos  ipicos  de  las  células  maduras.  Son  los 
progenitores  mul]potenciales  (Figura  1),  cuya  caracterís2ca  propia  es  que  han  perdido  ya  el 
potencial de autorrenovación. A estos progenitores mul2potenciales se les conoce también como 
la  transit‐amplifying  cell  popula;on.  Las  capacidades  de  proliferación  y  maduración  de  los 
diferentes 2pos de células hematopoyé2cas se pueden estudiar mediante ensayos funcionales o 
CFU‐C  (colony‐forming  unit  culture).  Estos  ensayos  funcionales  parten  de  una  población 
hematopoyé2ca que es  some2da a unas  condiciones en  las que  se pueden determinar  tanto el 
potencial  de  diferenciación  (linajes  hematopoyé2cos  generados),  como  el  potencial  de 
proliferación (número total de células hijas producidas). Mediante CFU‐C se puede cuan2ﬁcar  la 




Al  ﬁnal  de  la  diferenciación,  se  encuentran  las  poblaciones  de  células  maduras  de  los 
diferentes  linajes,  que  suponen  el  úl2mo  estadio  del  proceso  de maduración  y  cons2tuyen  las 
células funcionales/efectoras del sistema hematopoyé2co.  
 
El  sistema  hematopoyé2co  es  crí2co  para  la  supervivencia  del  organismo.  Entre  sus 
funciones,  las  más  destacadas  son:  el  aporte  de  oxígeno  y  nutrientes  a  todas  las  células  del 
organismo  y  la  defensa  ante  agresiones  producidas  desde  el  exterior  y/o  por  patógenos. 
Enfermedades  humanas  como  la  talasemia,  las  inmunodeﬁciencias  y  las  leucemias  representan 






El  hematopoyé2co  es  el  primer  sistema  funcional  durante  la  embriogénesis  que  ha                                                         
1  El  primer  ensayo  desarrollado  para  cuan2ﬁcar  la  capacidad  de  proliferación  y  de  diferenciación  de  células 
hematopoyé2cas   detectó una subpoblación de progenitores que, 11‐12 días después de ser  trasplantadas a  ratones 
irradiados  letalmente,  eran  capaces  de  originar  colonias  de  células  hematopoyé2cas  en  el  bazo  de  los  animales 

















sanguíneas en el  embrión  reside en el  saco  vitelino extraembrionario  a  E7.5,  en  las  estructuras 
conocidas como  los  islotes sanguíneos, que generan  la primera población eritrocitos. Los  islotes 
sanguíneos son agregados celulares policlonales (Ueno & Weissman, 2006) que en el embrión de 
ratón se localizan en el espesor comprendido entre el ectodermo y el endodermo visceral (Figura 
2A,  3B).  Estos  clusters  de  células  están  compuestos  por  dos  poblaciones:  una  más  interna  de 






Figura  2.  Los  islotes  sanguíneos  durante  el  desarrollo  embrionario.  A.  Imágenes  de 
microscopía  óp2ca  convencional  (panel  de  la  izquierda)  y  de  microscopía  electrónica  de 
barrido  (panel de  la derecha) de una sección del saco vitelino de un embrión de pollo en  la 






En  los  islotes  sanguíneos  se  genera  por  un  lado,  la  primera  población  de  eritrocitos 
clásicamente  denominados  “primi2vos”,  caracterizados  por  ser  nucleados  y  expresar 
exclusivamente hemoglobinas fetales (Russell, 1979); y en segundo lugar, parte de la vasculatura 
del  saco  vitelino.  El  resto  de  la  vasculatura  embrionaria  deriva  de  angioblastos:  células 




saco  vitelino  y  los  precursores  endoteliales  (Risau,  1991;  Russell,  1979).  Este  hecho,  llevó  al 
postulado,  en  las  primeras  décadas  del  siglo  pasado,  de  la  existencia  de  un  precursor 
mesodérmico  común  de  ambos  linajes,  que  recibió  el  nombre  de  hemangioblasto  (His,  1900; 
Sabin, 1917; Murray, 1932). En un principio, se pensaba que cada islote sanguíneo procedía de un 




el  grupo  del  Gordon  Keller  ha  generado  la  primera  evidencia  funcional  de  hemangioblastos  en 
mamíferos:  las BL‐CFCs  (Blast Colony‐Forming Cells).  Estas  células poseen dos  caracterís2cas:  la 
bipotencialidad  o  capacidad  de  producir  colonias  de  2po  “blasto”  in  vitro  con  un  componente 
vascular y otro hematopoyé2co (Choi et al, 1998); y la expresión de marcadores ipicos de células 
mesodérmicas  y  hematovasculares:  Brachyury  (Bry/T;  Huber  et  al,  2004)  y  Fetal  liver  kinase  1 





en  la región posterior de  la  línea primi2va (Huber et al, 2004). El hemangioblasto representa un 






 Figura.3.  Desarrollo  del  sistema  hematopoyé;co.  A.  Escala  temporal  del  desarrollo 
embrionario  del  ratón  en  el  que  se  muestran  los  días  de  gestación,  el  comienzo  de  la 
circulación  entre  el  embrión  y  el  saco  vitelino  (E8.25‐8.5)  y  el  momento  del  nacimiento 
(entorno a E19). En la parte superior queda ilustrada la duración de la hematopoyesis en cada 
tejido embrionario. B. Representación esquemá2ca del comienzo de  la hematopoyesis en el 
saco  vitelino.  En  la  parte  superior,  están  dibujados  tres  embriones  de  ratón  en  diferentes 
estadios  del  desarrollo  (adaptados  de  Dzierzak  &  Speck,  2008)  en  los  que  se  muestra  la 
localización de los islotes sanguíneos (recuadros en E7.5 y E8.5). La parte inferior corresponde 
al desarrollo de un islote sanguíneo a par2r de una condensación de células del mesodermo 
extraembrionario  entre  el  endodermo  y  ectodermo  visceral  (a)  de  las  que  derivan  los 
precursores hematopoyé2cos (en rojo) y vasculares (en verde, b) que formarán el endotelio 
de los vasos sanguíneos del saco vitelino y los eritrocitos nucleados primi2vos (c). C. Inicio de 
la  hematopoyesis  intraembrionaria  en  la  región  de  la  P‐Sp/AGM.  Los  dibujos  de  la  parte 
superior muestran un embrión de ratón a E9.5 y E10.5 (adaptados de Dzierzak & Speck, 2008). 
Durante  estos  estadios  de  desarrollo,  algunas  células  de  la  pared  ventral  de  la  aorta 
muestran/adquieren un potencial hemogénico (a, en amarillo) de manera que son capaces de 
generar  progenitores  hematopoyé2cos  (b,  en  naranja)  que  formarán  clusters  adheridos  al 










la  circulación  embrionaria  (Cumano  et  al,  1996;  Godin  et  al,  1995).  En  este  estadio,  las  células 
derivadas  del  saco  vitelino  poseen  una  capacidad  funcional  limitada:  no  existen  CFU‐S  (colony 
forming  units‐spleen),  ni  tampoco  LT‐HSCs.  Los  primeros  aparecen  a  E9,  mientras  que  las 
segundas  a  E11  (Medvinsky  &  Dzierzak,  1996; Medvinsky  et  al,  1993; Muller  et  al,  1994).  Por 
tanto, la aparición temporal de progenitores diferenciados y las células madre en el saco vitelino 










Sin  embargo,  poco  después,  experimentos  de  trasplantes  entre  embriones  de  pollo  y  codorniz 
















  La P‐Sp comprende  la región  intraembrionaria del mesodermo esplácnico con capacidad 
hematopoyé2ca  entre  E7‐9.  En  esta  región  a  estos  estadios  se  desarrollan  las  aortas  dorsales 
bilaterales y la arteria onfalomesentérica o vitelina. A par2r de E9, la aorta dorsal se ha fusionado 
en  la  línea  media  del  embrión  y  se  han  formado  adyacentes  a  ella  algunos  componentes  del 




La ac2vidad hematopoyé2ca más temprana detectada en  la  región de  la P‐Sp es a E8.5, 
que produce progenitores mul2potenciales de  linaje  eritroide, mieloide,  y  linfoide  (Godin et  al, 
1995). A E9, se detectan CFU‐S deﬁni2vas en  la región de  la P‐Sp/AGM (Medvinsky et al, 1993), 










pared  endotelial  y  van  liberando  células  al  torrente  circulatorio  (Figura  3C,  4B;  revisado  en 
Jaﬀredo et al, 2005a). Poco después, las LT‐HSCs se localizan también en otros tejidos: la placenta, 
el  saco  vitelino  y  el  hígado  fetal  (Gekas  et  al,  2005; Medvinsky & Dzierzak,  1996; Muller  et  al, 
1994;  Opersbach &  Dzierzak,  2005).  De  hecho,  la  aparición  de  estos  clusters  hematopoyé2cos 
asociados  a  la  aorta  dorsal  fueron  ya  descritos  a  principios  del  siglo  pasado  en  embriones  de 






región  de  la  AGM  disecada  de  un  embrión  de  ratón  de  E11,  donde  se  aprecian  las 
estructuras  del  sistema  urogenital.  La  aorta  dorsal  (A)  que  se  localiza  medialmente  por 
debajo del mesenterio  (Mt),  está  rodeada  lateralmente por  tejido mesenquimal  (Mc).  Las 
estructuras más  laterales corresponden al sistema urogenital en desarrollo compuesto por 
el pronefros (P) y el mesonefros (M) que están cubiertas por las crestas genitales/gónadas 





También  se  han  iden2ﬁcado  pequeños  “parches”  en  el  mesénquima  subaór2co  que 
con2enen células hematopoyé2cas (Bertrand et al, 2005a). Actualmente, se debate si podrían: (1) 
poseer precursores de las HSCs que se encuentran en los clusters hematopoyé2cos de la AGM, (2) 





desarrollo  diferentes  (Turpen  et  al,  1997),  hace  improbable  que  ambos  linajes  compartan  un 
progenitor común, de manera que se generarían de forma independiente. Además, la circulación 
embrionaria,  que  rápidamente  las  distribuiría  por  todo  el  embrión,  comienza  a E8.25‐8.5,  unas 
24h después del inicio de la hematopoyesis primi2va. 
Finalmente,  trabajos  de  los  úl2mos  años  han  descrito  la  placenta  (Gekas  et  al,  2005; 










Como  ya  hemos  descrito,  los  primeros  estudios  sobre  la  ontogenia  hematopoyé2ca 
condujeron al dogma del saco vitelino como el origen del sistema hematopoyé2co adulto. De esta 
manera,  se  postuló  la  teoría  de  la  colonización  según  la  cual,  las  HSCs  producidas  en  el  saco 
vitelino colonizaría el hígado fetal y secuencialmente la médula ósea tras el nacimiento (Johnson 
&  Moore,  1975;  Moore  &  Metcalf,  1970).  Por  su  naturaleza  migratoria,  actualmente  está 
demostrado que células del saco vitelino y de la P‐sP/AGM colonizan el hígado fetal. De hecho, los 
embriones deﬁcientes en el gen de  la  integrina β1 muestran que es necesario para  la migración 
de  células  hematopoyé2cas  al  hígado  fetal  (Fassler  &  Meyer,  1995).  El  saco  vitelino  de  estos 






Moore,  1975).  Sin  embargo,  la  aparición  temporal  de  ac2vidad  hematopoyé2ca  en  el  hígado 
parece estar directamente relacionada con la aparición de estas ac2vidades en la P‐sP/AGM y el 
saco vitelino. Se piensa que al menos dos ondas de células hematopoyé2cas colonizan el hígado: a 
E9  por  eritrocitos  primi2vos  y  progenitores  eritromieloides,  y  a  E11  por  progenitores 
hematopoyé2cos  deﬁni2vos  y  LT‐HSCs  (Dzierzak  &  Medvinsky,  1995).  El  hígado  fetal  tendría, 
entonces,  la  función  de  expandir  las  células  hematopoyé2cas  puesto  que  su  número  absoluto 
experimenta  enorme  incremento  entre  E9  y  E14  (Morrison  et  al,  1995).  Su  función 
hematopoyé2ca comprende desde E9 hasta los primeros días postnatales. 
 
  Además  del  hígado,  el  rudimento  del  bazo  también  es  colonizado  por  células 
hematopoyé2cas  a  E16  y  poco  después,  la  médula  ósea  se  convierte  en  el  órgano 
hematopoyé2co  predominante  y  permanente  que  alberga  las  LT‐HSC  y  los  progenitores  del 
sistema hematopoyé2co adulto (Delassus & Cumano, 1996; Robb, 1997). Por otro lado, estudios 
recientes  han  mostrado  la  posibilidad  de  que  algunas  células  hematopoyé2cas  del  adulto 
provengan directamente del embrión (Gothert et al, 2005) y, más concretamente del saco vitelino 
(Samokhvalov et al, 2007). Los resultados muestran cómo parte de la progenie de células del saco 
vitelino  marcadas  antes  del  comienzo  de  la  circulación,  se  encuentran  formando  parte  del 






Durante  muchos  años,  las  diferencias  funcionales  y  celulares  entre  la  eritropoyesis 
primi2va y deﬁni2va dirigió el interés de los inves2gadores al estudio del patrón embrionario de 
expresión  de  los  genes  de  las  globinas  (Grosveld  et  al,  1993).  Sin  embargo,  los  avances  en  las 
técnicas  de  manipulación  gené2ca  en  el  ratón  han  permi2do  el  estudio  de  genes 
hematopoyé2cos  importantes  en  el  desarrollo.  Algunos  de  los  genes  más  importantes  que 
regulan  la hematopoyesis, están detallados en  la Tabla 1. Se trata en su mayoría de factores de 
   27 






  Se  trata  de  genes  cuyos  mutantes  muestran  defectos  severos  en  las  células  del 
mesodermo,  del  sistema  vascular  o  hematopoyé2co  del  saco  vitelino.  Son  genes  de  acción 
temprana  involucrados  en  la  señalización  celular  en  los  primeros  estadios  de  la  especiﬁcación 
hematopoyé2ca  a  par2r  del  mesodermo,  siendo  necesarios  para  la  vasculogénesis 
extraembrionaria  y/o  para  la  hematopoyesis  embrionaria.  Este  grupo  de  genes,  podemos 
subdividirlo en aquellos  con un papel primordial en  la especiﬁcación y desarrollo hacia el  linaje 
endotelial  –Endoglina/CD105,  KDR/Fkl1,  Flt1,  Tie2‐,  aquellos  otros  que  actúan  sobre  la 
especiﬁcación  de  los  primeros  precursores  hematopoyé2cos  primi2vos  –SCL/Tal1,  Lmo2/Rbtn2, 





Estos  genes  juegan  un  papel  esencial  en  el  punto  de  divergencia  entre  el  sistema 
hematopoyé2co  primi2vo  y  deﬁni2vo/adulto.  Los  mutantes  para  estos  genes  muestran 
normalmente el mismo feno2po: anemia del hígado fetal y letalidad embrionaria entorno a E11‐
E16. Mientras que el número de CFU‐C del YS es normal, están enormemente disminuidos en el 
hígado.  Los  progenitores  hematopoyé2cos  deﬁni2vos  y  la  población  de  LT‐HSCs  están  a  su  vez 
afectados. Por tanto, se ha involucrado a estos genes en la generación, mantenimiento, potencial 






un  linaje  hematopoyé2co  concreto,  una  vez  especiﬁcadas  las  células  precursoras.  La  falta  de 
función de estos genes suele cursar con defectos y/o ausencia de las células del linaje concreto en 
el  que  actúan.  En  un  primer  bloque  están  todos  aquéllos  que  dirigen  las  células  hacia  el  linaje 
eritroide: por un lado, GATA1 y su partner FOG1, y en segundo lugar, KLF1/EKLF y KLF2, Epo/EpoR. 
Mientras  los  primeros  actúan  tanto  sobre  la  eritropoyesis  primi2va,  como  la  deﬁni2va,  los 
úl2mos,  afectan  principalmente  a  la  deﬁni2va.  La  deﬁciencia  de  estos  genes  resulta  en  una 
letalidad  embrionaria  a  E12‐16  que  cursa  con  anemia  hepá2ca  y  una  ausencia  completa  de 





En  resumen,  los  estudios  de  falta  de  función  y  las  inves2gaciones  posteriores  han 
demostrado  que  la  regulación  molecular  de  la  hematopoyesis  durante  la  ontogenia  es  muy 
compleja.  Un  número  creciente  de  genes  están  siendo  iden2ﬁcados  como  esenciales  para  el 
























































































































































































































































































































(Notch1‐4)  que  se  han  descrito  en  mamíferos.  En  su  región  extracelular,  todos  los 
ligandos  poseen  un  número  variable  de  repe>ciones  EGF‐like  y  el  dominio  DSL,  de 




liberado  y  translocado  al  núcleo  donde  lleva  a  cabo  funciones  de  regulación 
transcripcional.  Ambos  dominios  se  encuentran  separados  por  la  región 
transmembrana (TM). Modiﬁcado de (Bolos et al, 2007). 
 
Los  genes  Notch  codiﬁcan  receptores  transmembrana  de  >po  I  (cuyo  peso 
molecular  es  300  kDa)  que  están  altamente  conservados  a  lo  largo  de  la  evolución.  En 
   33 
mamíferos  se  han  iden>ﬁcado  4  receptores,  de  Notch1  a  Notch4  (Del  Amo  et  al,  1992; 
Lardelli et al, 1994; Uyaendaele et al, 1996; Weinmaster et al, 1992). La región extracelular 
de  Notch  (NECD,  Figura  5)  está  formada  por  un  número  variable  de  repe>ciones  del 
dominio  Epidermal  Growth  Factor  (EGF)‐like2  (Fehon  et  al,  1990;  Rebay  et  al,  1991), 
esenciales  para  la  unión  a  los  ligandos,  seguido  por  tres  repe>ciones  cysteine‐rich 
Notch/Lin12  (LN),  que  evitan  la  señalización  en  ausencia  de  ligando.  La  porción 
transmembrana  (TM)  con>ene  el  dominio  de  heterodimerización  (HD),  mientras  que  la 
porción  intracelular  (NICD)  está  compuesta por un dominio RAM23  (Tamura et  al,  1995), 





paso  por  el  Aparato  de  Golgi,  sufre  modiﬁcaciones  post‐traduccionales.  Las  más 
importantes son la diges>ón proteolí>ca en el dominio transmembrana (corte S1, Figura 6), 
llevado a cabo por una Furin‐like convertase  (Logeat et al, 1998) y  la glicosilación por  las 









Jagged2  (Jag2;  Shawber et  al,  1996).  Estos  ligandos están  formados desde  su extremo N‐
terminal, por un dominio llamado DSL (de Delta, Serrate, Lag2 en D. melanogaster, X. laevis 
y  D.  rerio,  respec>vamente)  altamente  conservado  en  la  evolución,  que  interacciona 
especíﬁcamente  con  las  repe>ciones  EGF‐like  del  receptor;  seguido,  a  su  vez,  por  un 
número variable de dichas repe>ciones. Sólo los ligandos Jag1 y Jag2 poseen, además, una 




células  vecinas,  las  ubiqui>na  ligasas  Mind  bomb  (Itoh  et  al,  2003;  Le  Borgne  & 
Schweisguth, 2003) y Neuralized  (Deblandre et al, 2001; Lai et al, 2001; Pavlopoulos et al, 
2001)  ubiqui>nan  el  dominio  intracelular  del  ligando  ac>vando  su  endocitosis  (Figura  6). 
Este  fenómeno  permite  que  la  metaloproteasa  TACE  (Tumour  necrosis  factor‐Alpha‐








Figura 6)  liberando al  citoplasma el NICD. Por  sus dos NLS, NICD es  translocado al núcleo 




CSL  (CBF1,  Suppressor  of  hairless  y  Lag1  en  H.  sapiens,  D.  melanogaster  y  C.  elegans 
respec>vamente), RBPJΚ en ratón.  
 
RBPJK  se  une  a  la  secuencia  consenso  CGTGGGAA  (Tun  et  al,  1994)  en  los 












Figura  6. Vía  de  señalización Notch.  Tras  el  procesamiento  S1  y  la O‐glicosilación,  el 






Se  han  descrito  varios moduladores  de  la  señalización Notch  a  nivel  extracelular, 
citoplasmá>co y nuclear. En primer  lugar, ciertos aminoácidos de treonina o serina de  las 
repe>ciones EGF‐like de los receptores pueden sufrir la acción de O‐fucosiltranferasas que 
añaden  residuos  de  fucosa  necesarios  para  la  unión  eﬁciente  entre  ligando  y  receptor 
(Okajima  &  Irvine,  2002;  Okajima  et  al,  2003).  De  la  misma  manera,  como  ya  hemos 
comentado,  la  adición  de  N‐ace>lglucosamina  mediada  por  la  glicosilasas  de  la  familia 
Fringe  (Figura 6), restringe  la ac>vación del  receptor por  los  ligandos Delta, mientras que 
inhibe  la señalización a  través de  los  ligandos  Jagged (Haines &  Irvine, 2003; Hal>wanger, 
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2002).  Por  otro  lado,  las  proteínas  citoplasmá>cas  Deltex1  y Numb  regulan  de  manera 
posi>va y nega>va respec>vamente, la ac>vación de la vía (Frise et al, 1996; Matsuno et al, 
1995) mientras que Nrarp y Mint, lo hacen en el núcleo (Figura 6). Nrarp interacciona con 
NICD y CSL  inhibiendo  la ac>vidad del  complejo  (Yun & Bevan, 2003) y Mint compite con 
NICD  por  la  unión  a  CSL  (Kuroda  et  al,  2003;  Oswald  et  al,  2002)  de  forma  que  ambas 
proteínas >enen un efecto inhibitorio sobre la señalización. 
 




el  control  detallado  del  patrón  espacial  de  diferenciación  (Lewis,  1998).  De  esta manera, 




la  expresión  del  ligando  en  ella  misma,  consiguiendo  así  que  un  grupo  de  células 
inicialmente equivalentes adquieran des>nos diferentes. El resultado ﬁnal es  la  formación 
de un patrón de expresión del ligando que es mosaico, del >po “sal y pimienta” (Figura 7A‐
D).  Por  otro  lado,  la  inducción  lateral  es  el  proceso  por  el  que  la  ac>vación  del  receptor 
conlleva  a  la  expresión  del  ligando  en  esa misma  célula.  El  obje>vo  es  conseguir  que  un 
conjunto  de  células  adquieran  un  des>no  determinado  de  forma  coopera>va, 
































La  primera  evidencia  de  la  posible  implicación  de  Notch  en  el  desarrollo 
hematopoyé>co, vino del estudio de  la expresión de TAN1, el homólogo humano del gen 
dNotch  de D. melanogaster.  Así  se  determinó  que  Notch1  se  expresaba  en  progenitores 





adultas  (Uyaendaele et al, 1996), así  como Dll1 que  se expresa  fuertemente en  la mayor 
parte  de  la  vasculatura  embrionaria  y  Dll4  que  queda  restringido  al  endotelio  arterial 
(Shuaer  et  al,  2000a).  Además,  Jag1  y Dll1  están  expresados  también  en  las  células  de 
músculo  liso  subendoteliales.  De  hecho,  los  embriones  deﬁcientes  en  estos  dos  ligandos 





Notch  (Robert‐Moreno  et  al,  2005),  indicando que  la  señalización  se  encuentra  ac>va  en 
estas células. De hecho, se ha mostrado recientemente  la ac>vación de  la vía a través del 
receptor  Notch1  en  los  precursores  de  los  islotes  sanguíneos  del  saco  vitelino  y  en  la 
vasculatura en desarrollo del alantoides a E7.5 (Del Monte et al, 2007), que a par>r de E8.5 







En  la  hematopoyesis  adulta,  la  función  de  Notch  mejor  caracterizada  es  en  el 
desarrollo de las células T (revisado en Tanigaki & Honjo, 2007). Notch1 es el único ejemplo 
de un gen que es crucial para el desarrollo normal del  linaje T en el >mo (Pui et al, 1999; 
Radtke  et  al,  1999),  promoviendo  la  proliferación,  diferenciación  y  supervivencia  de  los 
progenitores  linfoides más  tempranos  (revisado en Radtke et  al,  2004). De este modo,  la 
pérdida de función de Notch1 conduce a un aumento de la población B a expensas de la T, 






  Como  hemos  dicho  anteriormente,  el  homólogo  humano  del  gen  dnotch  de  D. 
melanogaster, fue iden>ﬁcado en pacientes de leucemia linfoblás>ca aguda de células T (T‐
ALL;  Ellisen  et  al,  1991),  debido  a  la  translocación  cromosómica  t(7;9)(q34;q34.3)  que 




heterodimerización  o  en  al  secuencia  PEST  (Figura  5;  Weng  et  al,  2004)  que  conducen 








Asimismo,  experimentos  recientes  con  líneas  celulares  derivadas  de  T‐ALL  han 
revelado que en este contexto tumoral, el oncogén c‐Myc es una diana directa de Notch1 




Por  otro  lado,  en  el  animal  adulto,  existe  un  patrón  de  expresión  de  los 
componentes de la vía Notch muy caracterís>co en los llamados nichos hematopoyé8cos de 
la médula ósea. Estos nichos proporcionan un microambiente par>cular que cons>tuye el 
reservorio  de  las  HSCs,  a  par>r  de  las  cuales  se  van  generando  todos  los  linajes 
hematopoyé>cos a  lo  largo de  la vida del  individuo  (Figura 1). En estos nichos  se pueden 
dis>nguir  a  grandes  rasgos  dos  poblaciones  celulares:  las  células  estromales  y  las 
hematopoyé>cas. De esta manera, los receptores de la vía –concretamente Notch1, 2 y 3– 
se  expresan  exclusivamente  en  el  compar>mento  hematopoyé>co,  mientras  que  los 
ligandos –Jag1, Dll1 y Dll4– lo hacen en las células estromales ; (Karanu et al, 2001; Walker 
et al, 2001) sugiriendo fenómenos de comunicación intercelular entre ambas poblaciones a 







la  generación  de  las  primeras  LT‐HSCs  embronarias,  vino  de  estudios  con  embriones 
deﬁcientes en Notch1 (Conlon et al, 1995; Swiatek et al, 1994). Experimentos de cul>vo de 
explantes  de  P‐Sp  sobre  células  estromales  OP9  mostraron  que  los  embriones Notch1‐/‐ 
presentaban  una  ausencia  prác>camente  total  de  progenitores  hematopoyé>cos 
intraembrionarios, mientras que el número de CFCs en el saco vitelino mutante era normal, 
indicando  una  restricción  funcional  de  Notch1  en  el  desarrollo  de  la  hematopoyesis 
deﬁni>va  embrionaria  (Kumano  et  al,  2003).  De  hecho,  este  defecto  era  debido  a  una 
alteración en  la  especiﬁcación de  las  células hematopoyé>cas  a par>r de  las  endoteliales 
(Kumano et al, 2003). Estos resultados fueron posteriormente corroborados en ensayos con 





Estudios  posteriores  con  modelos  de  ratón  deﬁcientes  para  otros  de  los 
componentes de la vía –RBPJκ, Jag1 y Mib1– han revelado que alteraciones funcionales de 
la  señalización  conducen  siempre  a  una  reducción  casi  completa  de  la  hematopoyesis 
deﬁni>va y de la generación de las LT‐HSCs en las grandes arterias intraembrionarias. En la 
Tabla 2, hemos resumido el feno>po de estos ratones. Sin embargo, cuál es el mecanismo 

















el  establecimiento  la  hematopoyesis  deﬁni>va  en  el  embrión: AML1/Runx1  y GATA2.  En 
cuanto  a AML1/Runx1,  inves>gaciones  en  el  pez  cebra  (Burns  et  al,  2005)  y  en  el  ratón 
(Nakagawa  et  al,  2006)  sugieren  la  existencia  del  llamado  eje  Notch‐Runx  como  una  vía 
crucial  para  la  generación  de  los  progenitores  hematopoyé>cos  deﬁni>vos,  donde 
AML1/Runx1 sería el mediador directo de la señalización de Notch.  
 
A  su  vez,  varios  estudios muestran una  relación  funcional  estrecha entre Notch  y 
GATA2.  Por  un  lado, Notch man>ene  la  expresión  de GATA2  para  inhibir  la mielopoyesis 





Por  úl>mo,  un  trabajo  reciente  demuestra  que  Notch  induce  la  ubiqui>nación  y 
degradación de la proteína SCL/Tal1 en células NIH3T3 (Nie et al., 2007) 
 
De  esta  manera,  podemos  aﬁrmar  que  Notch  actúa  a  lo  largo  de  la  ontogenia 
hematopoyé>ca  ‐durante  el  desarrollo  embrionario  y  la  vida  adulta‐  en  consonancia  con 
otros  factores  de  transcripción,  desde  los  primeros  estadios  de  especiﬁcación  de  los 














































































































































































































está  acCva  en  el  embrión  de  ratón  a  E7.5  en  los  precursores  de  los  islotes  sanguíneos  y  en  la 
vasculatura en desarrollo del alantoides (Del Monte et al, 2007). A parCr de E8.5, su expresión se 
restringe  al  endotelio  arterial  y  endocardio  (Del  Monte  et  al,  2007)  y  en  los  clusters 
hematopoyéCcos de la aorta dorsal comienza a E9.5‐10 (Del Monte et al, 2007; Robert‐Moreno et 
al, 2008). Estos  resultados  junto con el hecho de que  la acCvación consCtuCva de N1ICD sea el 
origen del 50% de los casos de T‐ALL en el hombre (revisado en Grabher et al, 2006; Weng et al, 
2004),  nos  condujo  a  un  diseño  experimental  de  ganancia  de  función  de  la  vía  Notch 





endotelio  embrionario  y  en  los  precursores  hematopoyéCcos  de  la  pared  ventral  de  la  aorta 
(Dumont et al, 1992; Kisanuki et al, 2001). La función de Tie2 es necesaria para la vasculogénesis 




De  esta  manera,  al  comienzo  de  la  tesis  nos  planteamos  una  serie  de  objeCvos  a 
responder que detallamos a conCnuación: 
 
1. Papel de  la vía de  señalización Notch en  la emergencia de  la hematopoyesis primiCva y 
deﬁniCva a parCr de progenitores hematovasculares. 
 




3. Estudiar  el  efecto  de  la  sobre‐expresión  del  N1ICD  en  la  regulación  de  las  tasas  de 
proliferación y apoptosis hematopoyéCca en el embrión post‐gastrulación. 
 
4. Papel  de  Notch  en  la  especiﬁcación,  diferenciación  y  maduración  de  precursores 
mieloides y eritroides embrionarios. 
 
5. Las  consecuencias  de  la  acCvación  consCtuCva de Notch  sobre  las    redes de  regulación 
génica que promueven la hematopoyesis embrionaria. 
 


























































































Enhanced  Green  Fluorescent  Protein  (EGFP),  bajo  el  promotor  Rosa26  (Murtaugh  et  al,  2003; 
Figura 8A); la segunda línea transgénica expresa la secuencia génica de la recombinasa CRE bajo el 










Tie2CRE/+;Rosa26‐lacZ/+ a E9.5 que muestra  la expresión del gen Tie2  a  lo  largo de  toda  la 
vasculatura  embrionaria. C‐E.  Secciones  a  la  altura  de  la  región  de  la  AGM  de  un  embrión 




Mantenemos  ambas  cepas  en  homocigosis,  de  manera  que  al  cruzarlas  obtenemos 
embriones que son heterocigotos para cada transgén, que denominamos Tie2‐CRE/+;N1ICD/+. En 
dichos embriones la vía Notch se acCva consCtutivamente en los progenitores hematovasculares 
a  parCr  de  E7.5  (Figura  8B‐E).  DisCnguimos  los  embriones  transgénicos  de  los  normales  (WT) 
generados en paralelo por criterios morfológicos.  
 
Los  embriones  transgénicos  fueron  genoCpados  inicialmente  por  PCR  hasta  conseguir 
adultos homocigotos  con  los que expandir  las  colonias.  Los primers y  las  condiciones de  la PCR 
uClizados  fueron  los  siguientes:  N1ICD‐FW:  GCTGACCTGCGCATGTCTGCCAT  y  N1ICD‐RV: 














para  la  suspensión  celular  fueron:  el  saco  vitelino,  la  placenta,  la  región  de  la  AGM  (Aorta‐
Gónadas‐Mesonefros)  –porción  que  comprende  desde  el  primordio  de  la  extremidad  anterior 















Llevamos  a  cabo  el  procesamiento  de  los  embriones  para  las  técnicas  histológicas 
mediante  pasos  sucesivos  de  deshidratación  hasta  embeberlos  en  paraﬁna.  A  conCnuación 















Una vez  realizados  los  cortes del  tejido a estudiar en un microtomo automáCco  (Leica), 
llevamos a  cabo  la Cnción de Hematoxilina y Eosina  según un protocolo estándar. Brevemente, 





























usando  una  sonda  reversa  de  ARN  marcada  con  digoxigenina  para  el  ARN  mensajero  del  gen 
AML1/Runx1 de ratón (Robert‐Moreno et al, 2005). 
 
Para  la  inmunohistoquímica  α‐CD31/PECAM1,  después  de  la  disección,  ﬁjamos  los 
embriones y el saco vitelino en Dent’s ﬁx soluQon [Metanol (MetOH):DMSO (4:1)] durante toda la 










Posteriormente,  incubamos  con  el  anticuerpo  secundario  (Vectastain,  ABC  Kit)  a  una 
concentración de 1:500 en PBSMT durante toda la noche a 4°C y en agitación. Lavamos 2 x 1h con 
PBSMT  a  4°C  y  1h  con  PBSMT  a  temperatura  ambiente  agitándose.  Dejamos  lavando  toda  la 
noche a 4°C en PBT (2%BSA, 0.3% Triton X‐100, 5% DMSO en PBS 1X). 
 
Para  el  revelado,  seguimos  el  protocolo  comercial  del Vectastain, ABC Kit.  Brevemente, 
diluimos la solución A 1:100 en PBS 1X (tubo A) y la solución B 1:100 en PBS 1X (tubo B). Juntamos 
ambas soluciones en un único tubo (solución AB) y la incubamos 30min a temperatura ambiente. 
Lavamos  los  embriones  con  PBS  1X  y  les  pusimos  la  solución  AB  30min‐1h  a  temperatura 
ambiente  y  en  agitación.  Lavamos  5  x  5min  con  PBS  1X  y  preparamos  la  solución  de 
diaminobenzidina (DAB) según el protocolo comercial de Peroxidase Kit de Vector. 
 









para  realizar  la  citocentrifugación  es  de  1x106  células/ml.  Normalmente  contamos  unas  2x104‐
2.5x104 células por cada 300μl. Añadimos  la muestra –no más de   500μl– en  la Cytofunnel, una 
cámara con forma de embudo que colocamos sobre el portaobjetos para concentrar las células en 
un  punto  y  que  la  centrifugación  las  exCenda  sobre  la  superﬁcie.  Centrifugamos  las  células  a 
300rpm  durante  7min  y  dejamos  secar  el  portaobjetos  20min  a  temperatura  ambiente. 
Posteriormente, ﬁjamos la muestra 3min en MetOH 100% y dejamos secar la preparación. 
 
Realizamos  la  Cnción  de  May  Grumwald‐Giemsa  mediante  el  protocolo  comercial  de 
Materlab, S.L. Brevemente,  recubrimos  la preparación con  la  solución May‐Grunwald  al 50% en 
agua desClada (ddH2O) durante 3min. ReCramos el Cnte por decantación,  lavamos con ddH2O y 
preparamos una solución acuosa con el colorante Giemsa (1.5 gotas por cada ml de ddH2O). Con 






  Para  el  marcaje  de  células  embrionarias  y  su  posterior  análisis  por  citometría  de  ﬂujo, 
realizamos la suspensión celular como se ha descrito anteriormente.  
 





por  el  grupo  de M.L.  Gaspar,  CNM‐ISCIII)  durante  10 min  a  4°C.  Después  de  un  lavado  PBS  1X 
suplementado  con  2%  de  FBS,  incubamos  con  el  anCcuerpo  primario  correspondiente  durante 
20min a 4°C y en oscuridad. Lavamos de nuevo con 2% de FBS en PBS 1X e incubamos las células 




  A  conCnuación,  detallamos  los  anCcuerpos  usados  y  acoplados  a  aloﬁcocianina  (APC), 
bioCna (Bio) o ﬁcoeritrina (PE), así como la dilución que uClizamos y la casa comercial: c‐Kit‐APC 






  Para  el  análisis  del  ciclo  celular  incubamos  105  células  con  el  reacCvo  Hoescht  33342 








  Analizamos  el  nivel  de  apoptosis  celular  según  el  protocolo  comercial  del  Kit  de 
Immunostep Brevemente, después de  lavar  las células con PBS 1X, concentramos 105 células en 
500μl de Binding Buﬀer 1X. Añadimos a  las muestras 4μl de 7AAD (Kit de  Immunostep) y 4μl de 









Stem  Cell  Technologies)  enriquecido  con  Stem  Cell  Factor  (SCF, Peprotech),  interleuquina  (IL)  3 
(cedida por el grupo de M.L. Gaspar, CNM‐ISCIII) e IL6 (Peprotech) de ratón, y eritropoyeCna (EPO) 
humana  (Peprotech).  Para  ello,  culCvamos  por  duplicado  diferentes  Ctulaciones  celulares  en 
placas de 48 pocillos. 
 







  Realizamos  la extracción de ARN  total del  saco vitelino completo y de células  sorteadas 





  A  parCr  del  cDNA  generado  del  tejido  total  del  YS  y  de  las  células  sorteadas, 
procedimos a la ampliﬁcación por PCR (Polymerase Chain ReacQon) mediante primers especiﬁcos 
de  los  tránscritos  de  interés.  Para  igualar  las  canCdades  de  cDNA  de  las  diferentes  muestras, 
realizamos una PCR a Cempo real en capilares, método de Light Cycler  (Roche), ampliﬁcando un 
gen  de  expresión  ubícuita,  en  nuestro  caso,  Gα4.  Para  el  análisis  de  los  tránscritos  de  interés, 
























































































































































































































































































E7.5  causó  letalidad  embrionaria  entre  E10‐10.5.  A  E9.5,  los  embriones  transgénicos 
(Tie2CRE/+;N1ICD/+)  presentaban  un  tamaño menor  que  los  normales  (WT,  Figura  9C‐D,  G‐H), 
indicando un retraso del crecimiento, así como una alteración en el desarrollo de  la  región más 
caudal (Figura 9H‐I). Por otro lado, los embriones Tie2CRE/+;N1ICD/+ mostraban un aumento del 
volumen  del  corazón  respecto  al  tamaño  corporal  y  edema  en  el  pericardio  (Figura  9D,  ﬂecha 
amarilla) indicaCvos ambos de una disfunción cardiaca con posibles alteraciones en la contracción 
y el volumen de eyección. Además de estos rasgos feno|picos, pudimos observar que tanto de las 
grandes  arterias  intraembrionarias  –principalmente  la  aorta  dorsal–  como  el  saco  vitelino 
presentaban  una  coloración  pálida  (Figura  9A‐D),  sugiriendo  que  los  embriones  transgénicos 
estaban  severamente  anémicos.  Este  cuadro  de  alteraciones  hematovasculares  en  su  conjunto 





eritroides  aparentemente  con  un  contenido  de  hemoglobina  normal  (Figura  9B  y  9F,  ﬂechas 
amarillas),  y  una  segunda  zona  que  representaba  el  70%  del  tejido  completamente  pálida, 
sugiriendo la carencia casi total de dichas células (Figura 9B y 9F, ﬂechas negras). Curiosamente, 
en  la  mayoría  de  los  embriones  la  primera  región  se  situaba  en  la  porción  más  proximal  a  la 














embrión  Tie2‐CRE/+;N1ICD/+  de  E9.5  en  el  que  se  disCngue  una  red  vascular  poco 
desarrollada que posee una región completamente pálida (ﬂechas negras) y otra con los vasos 
llenos  de  contenido  hemoglobinizado  (ﬂechas  amarillas).  B’.  Detalle  ampliado  de  la  zona 
enmarcada en B. C‐D. FenoCpo de un embrión WT (C) y Tie2‐CRE/+;N1ICD/+ (D) de E9.5. Las 
ﬂechas  negras  señalan  la  región  de  la  AGM  que  es  totalmente  pálida  en  los  embriones 
transgénicos,  mientras  que  la  amarilla  indica  el  corazón  y  edema  del  pericardio  en  estos 
úlCmos. E‐F. Embriones WT (E) y Tie2‐CRE/+;N1ICD/+ (F) de E10.5 envueltos del saco vitelino 
que muestra  una  carencia  de  la  compleja  red  vascular  desarrollada  a  estos  estadios  en  los 
embriones transgénicos (ﬂechas negras) Las ﬂechas amarillas en F señalan una región del saco 









pudimos  comprobar  que  la  red  vascular  descrita  anteriormente  (Figura  9B,  B’,  F,  F’)  estaba 
compuesta  de  grandes  vasos  en  forma  de  lagunas  o  cisternas.  Este  fenoCpo  podía  deberse  en 
parte a una reducción en el grosor de la pared quizá por un defecto en el desarrollo del músculo 








de  Hematoxilina  y  Eosina  de  secciones  transversales  del  saco  vitelino  de  embriones  WT 
(paneles de la derecha) y Tie2‐CRE/+;N1ICD/+ (paneles de la izquierda) de E9.5. A‐C. Imágenes 
a 200 aumentos de los islotes sanguíneos del saco vitelino WT (A) y transgénico (B y C) en la 
que  se  aprecia  la  diferencia  en  el  diámetro  vascular.  En  el  saco  vitelino  transgénico  se 




posiblemente  a  una  exanguinación  mayor  como  consecuencia  de  la  dilatación  vascular 
generalizada del saco vitelino (E). Las barras de escala corresponden a 25μm. 
 
  Por  otro  lado,  en  esta  red  pudimos  disCnguir  dos  Cpos  de  islotes  sanguíneos  en  los 
embriones  Tie2‐CRE/+;N1ICD/+:  los  primeros  que  representaban  el  70%  del  total,  con  el  lecho 
vascular prácCcamente carente de células circulantes –principalmente de linaje eritroide– (Figura 
10B),  y  un  segundo  grupo minoritario  con  el  lumen  lleno  de  ellas  (Figura  10C).  Este  fenómeno 
podría  ser  secundario  a  una  mayor  exsanguinación  producida  durante  la  disección  y  el 
procesamiento de los islotes de estos embriones debido a la dilatación vascular generalizada del 




  A  su  vez,  la  aorta  dorsal,  que  a  E9.5  ya  se  ha  fusionado  en  la  región  ventral,  en  los 
embriones  Tie2CRE/+;N1ICD/+  estaba  presente  de  forma  bilateral  en  todo  su  recorrido  (Figura 
11B).  Además,  al  examinar  la  presencia  de  clusters  hematopoyéCcos  en  el  endotelio  de  las 
grandes arterias intraembrionarias pudimos constatar su ausencia total en el endotelio ventral de 
las  aortas  dorsales,  (Figura  11A,  B)  y  en  la  arteria  umbilical  (dato  no  mostrado),  aunque  sí 
excepcionalmente –en el 10‐20% de los embriones– en la vitelina (Figura 11C, D). Este resultado 
sugería  un  posible  bloqueo  en  la  generación,  desarrollo  y/o  maduración  de  los  progenitores 
hematopoyéCcos intraembrionarios. De hecho, los escasos clusters que encontramos adheridos al 
endotelio  ventral  de  la  arteria  vitelina  en  los  embriones  transgénicos  eran de menor  tamaño  y 
estaban  formados  por  células  hematopoyéCcas.  La  expresión  del  factor  de  transcripción 










celulares  tras  la  disección  ex  vivo  del  saco  vitelino  y  la  P‐Sp/AGM,  y  la  sangre  recirculante 
procedente  de  la  exanguinación  de  los  embriones.  Las  muestras  fueron  someCdas  a  análisis 
cuanCtaCvos  de  sus  expresiones  de  proteínas  de  membrana  por  FACS  y  a  puriﬁcación  para 
estudios funcionales y de expresión genéCca.  
 
  Como  se  muestra  en  la  Figura  12A,  una  fracción  importante  de  las  células 
hematopoyéCcas  del  saco  vitelino  de  los  embriones  transgénicos  no  expresaban  EGFP,  lo  que 
generaba  una  situación  de mosaicismo  en  este  tejido  de  células  EGFP‐/EGFP+.  Por  otro  lado, 
pudimos determinar  la  existencia de un  comportamiento de onda en  la  fracción  celular N1ICD+ 
(EGFP+).  De  esta manera,  su  presencia  relaCva  aumentaba  de  E8.5  a  E9.5  y  se  reducía  a  E10.5 




de  la  población  EGFP‐  (Figura  17A,  ver  más  adelante),  sugiriendo  que  dicha  población  era 
consecuencia  de  una  recombinación  ineﬁciente  del  transgén  y  no  de  la  existencia  de  una 
población embrionaria Tie2‐. Esta situación de mosaicismo hematopoyéCco –que no ocurría en los 
linajes  endoteliales  (Figura  8C‐E)–  podría  ser  ventajosa  para  diseccionar  los  fenómenos 
intercelulares secundarios a la expresión de la vía de Notch. 
 
  Un  fenómeno  que  observamos  en  el  comparCmento  EGFP+  del  saco  vitelino  fue  la 
desaparición selecCva de estas células principalmente entre E9 y E10 (Figura 12A y C). De hecho, a 
E8,  podíamos  disCnguir  claramente  las  dos  poblaciones  EGFP‐  y  EGFP+,  pero  a  medida  que 









   Figura  11. Estudio  histológico  de  las  grandes  arterias  intraembrionarias  en  embriones  Tie2‐
CRE/+;N1ICD/+.  A‐D.  Tinción  de  Hematoxilina  y  Eosina  de  secciones  transversales  de 
embriones WT (paneles de la derecha) y Tie2‐CRE/+;N1ICD/+ (paneles de la izquierda) de E9.5 
en  el  que  se  muestran  la  aorta  dorsal  (A  y  B)  y  la  arteria  vitelina  (C  y  D). A  y  B.  Sección 
transversal  de  la  aorta  dorsal  a  la  altura  de  la  región  de  la  AGM  de  un  embrión WT  (A)  y 
transgénico (B). Las ﬂechas en A indican la presencia de clusters hematopoyéCcos adheridos a 
la pared ventral de la aorta WT. En los embriones Tie2‐CRE/+;N1ICD/+ esta arteria es bilateral 
a  lo  largo  de  todo  su  recorrido  y  carece  de  dichos  agregados  celulares.  C  y  D.  Sección 
transversal de la arteria vitelina de un embrión WT (C) y transgénico (D). Las ﬂechas indican la 
presencia  de  clusters  hematopoyéCcos  en  el  endotelio  ventral  de  las mismas.  E‐F.  Sección 
transversal de  la arteria vitelina WT (E) y transgénica (F) teñidas por hibridación  in situ para 
detectar las células que expresan AML1/Runx1. La ﬂecha en F indica la presencia de un cluster 
hematopoyéCco,  que  en  el  WT  llega  a  obliterar  prácCcamente  la  luz  del  vaso.  G‐H. 
Inmunohistoquímica anC‐CD31 (PECAM1) de secciones transversales de la arteria vitelina de 






Figura  12.  Evolución  de  la  expresión  de  la  EGFP  en  los  embriones  Tie2‐CRE/+;N1ICD/+.  A. 
Evolución de  la expresión de  la EGFP a  lo  largo de  los tres estadios de desarrollo analizados 
por  FACS:  E8‐E10.  B.  CuanCﬁcación  de  los  porcentajes  de  células  EGFP‐  (barras  blancas)  y 
EGFP+ (barras negras) en el saco vitelino (YS), la sangre recirculante (PBLS) y el propio embrión 
(EB) entre E8‐E10. C. Marcaje de las células del saco vitelino de embriones transgénicos para 




  Para comprobar  in vivo  la sobre‐expresión de N1ICD en  los  linajes hematovasculares, 
analizamos en el saco vitelino y en  los vasos sanguíneos de  la región más caudal del embrión  la 
expresión del  trazador EGFP  (ver  Figura 8A). Como  se puede apreciar  en  la  Figura 11,  a  E9.5  la 
EGFP estaba expresada tanto en la red vascular del saco vitelino (Figura 13A‐D), como en la ﬁna 
red  capilar  de  la  región  más  caudal  de  los  embriones  Tie2CRE/+;N1ICD/+  (Figura  13E‐H).  Sin 
embargo, la intensidad de la EGFP expresada en el endotelio intraembrionario era mayor que en 
el  saco  vitelino.  Este  fenómeno  podía  deberse  bien  por  un  nivel  de  expresión  menor  en  este 
úlCmo tejido o bien, como detallaremos más adelante, porque las poblaciones hematopoyéCcas 
del saco vitelino derivadas de progenitores Tie2+ presentaban mosaicismo. De hecho, el endotelio 





Figura  13.  Expresión  de  EGFP  en  la  vasculatura  del  saco  vitelino  y  del  embrión.  A. 
Representación esquemáCca que detalla  la expresión de EGFP (C, verde) del resto del tejido 
del  saco  vitelino  (azul). B‐D. Microsopía  confocal  del  saco  vitelino  que muestra  la  vista  en 
campo claro (B), la expresión de EGFP (C) y la superposición de ambas (D). Las líneas blancas 
disconCnuas  en  D  muestran  las  regiones  delimitadas  en  A.  E.  Esquema  que  representa  la 
parte más  caudal  del  embrión.  En  verde  se muestra  la  expresión  de  EGFP  (G)  y  en  azul  el 
tejido embrionario negaCvo. Las líneas grises conCnuas resaltan los límites del embrión y las 
líneas  grises  disconCnuas,  dibujan  algunas  estructuras  internas  como  los  úlCmos  pares  de 
somitos. F‐H. Imágenes de microscopía confocal en campo claro (F), con la expresión de EGFP 
(G) y la superposición de ambas (H) de la región más caudal del embrión, donde se aprecia la 
ﬁna  red  capilar  que  expresa  EGFP.  Las  líneas  blancas  disconCnuas  en  H  bordean  esta  red 
vascular.  
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de  señalización  Notch más  importantes  durante  el  desarrollo  vascular  y  hematopoyéCco  en  el 
saco  vitelino  total  WT  y  Tie2‐CRE/+;N1ICD/+  (Figura  14A)  y  en  células  WT,  EGFP‐  y  EGFP+ 
purificadas de este tejido (Figura 14B). Como era de esperar, la expresión del dominio intracelular 
del receptor Notch1 estaba signiﬁcaCvamente elevada en el saco vitelino de los transgénicos y en 





Figura 14. Expresión de  los  componentes de  la  vía de  señalización Notch  en  el  saco  vitelino 
embrionario.  A.  Análisis  por  RT‐PCR  semicuanCtaCva  de  la  acCvidad  transcripcional  de  los 
componentes  de  la  vía  Notch más  importantes  en  el  desarrollo  hematovascular  temprano 
sobre extractos de saco vitelino total de embriones WT y Tie2‐CRE/+;N1ICD/+. B. Análisis por 




  Tanto  en  extractos  totales  de  saco  vitelino  de  los  embriones  Tie2‐CRE/+;N1ICD/+, 
como  en  su  fracción  EGFP+  puriﬁcada  –por  tanto,  N1ICD+  (ver  Figura  8A)–,  los  transcritos 







  Es  interesante  reseñar  que  la  fracción  hematopoyéCca  EGFP‐  de  los  embriones 













expresadas  en  los  progenitores  hematovasculares  más  tempranos  (ya  sean  hemangioblastos 
embrionarios o su correlato en células ES,  las BL‐CFCs). Como hemos descrito en el apartado de 
Materiales  y Métodos,  el modelo  genéCco  que  abordamos  implicaba  que  todas  las  células  del 













vitelino y de  la sangre  recirculante no difería signiﬁcaCvamente entre embriones  transgénicos y 
WT  (datos  no  mostrados),  exis|a  una  marcada  ausencia  de  células  hematopoyéCcas  CD45+ 
recuperadas  de  la  P‐Sp/AGM  del  embrión  (Figura  15).  Este  resultado  sugería  que  la 
hematopoyesis  intraembrionaria  se  encontraba  bloqueada  desde  los  primeros  estadios  de 




AcDvación  consDtuDva  de  Notch:  Frecuencias  de  progenitores  mulDpotenciales/HSCs 
embrionarias. 
 
  La  expresión  del  receptor  Crosina‐quinasa  cKit  deﬁne  progenitores  inmaduros  de 
múlCples  linajes  celulares,  pero  en  el  saco  vitelino  y  en  la  sangre  recirculante  del  embrión,  se 








  A  su  vez,  el  doble  marcaje  cKit/CD45  revela  una  secuencia  lineal  de  poblaciones 
cKit+CD45‐,  cKit+CD45+  y  cKit‐CD45+,  de  más  inmadura  a  más  madura  donde  el  componente 
fundamental  de  ese  comparCmento  CD45+  embrionario  es  mieloide  (Bertrand  et  al,  2005a). 
Cuando  realizamos estos marcajes en células WT, EGFP‐  y EGFP+ puriﬁcadas,  la  fracción cKit+  se 
distribuía entre células CD45+ y CD45‐ tanto en embriones WT, como en transgénicos (Figura 16).  
De hecho,  la mayor diferencia se situaba en  las más  inmaduras, cKit+CD45‐, que se encontraban 
muy aumentadas en la fracción EGFP‐. Este dato indicaba que la expresión consCtuCva de Notch 













EGFP+  (Figura  16),  lo  que  sugería  una  mayor  promoción  hacia  linaje  mieloide  al  sobre‐acCvar 
consCtuCvamente  Notch,  como  detallaremos  más  adelante.  Además,  sorprendentemente,  la 
frecuencia de estos precursores cKit+CD45‐ y de las células cKit+CD45+ del comparCmiento N1ICD‐ 





sirvió  para  incrementar  el  grado  de  enriquecimiento  en  células  madre  con  potencial  de 
autorrenovación  y/o  hemangioblastos  bipotenciales.  De  esta manera,  la  Cnción  doble  cKit/Tie2 
reveló  la  existencia  de  tres  poblaciones  discretas:  (1)  cKithighTie2high,  (2)  cKithighTie2low/‐,  y  (3) 
cKitlowTie2‐ –de más inmaduras a más madura–. 
 
  Como  se  observa  en  la  Figura  17A,  la  primera  población  estaba  selecCvamente muy 




eﬁciencia  parcial  de  la  recombinasa  CRE.  resultando  en  una  situación  de mosaicismo.  Por  otro 
lado, las células cKithighTie2low/‐ se encontraban a su vez aumentadas en las N1ICD+ respecto a las 
WT. De nuevo,  los precursores más avanzados,  cKitlowTie2‐,  predominaban en  las  células  EGFP+. 




  Marcajes  de  cKit/CD31  (Figura  17B)  y  cKit/Kdr  (Figura  17C),  mostraron  resultados 
similares:  incremento de  los progenitores  inmaduros  cKit+CD31‐  y  cKit+Kdr‐,  respecCvamente. Es 
importante  reseñar  que  la  disminución  de  células  Kdr+  en  el  saco  vitelino  transgénico  era 









se  encuentra  incrementada  en  las  células  que  sobre‐expresan  N1ICD.  B.  Doble  marcaje 
cKit/CD31,  en  el  que  se  puede  apreciar  un  aumento  en  la  población  cKit+CD31‐  en  el 
comparCmento  EGFP+.  C.  En  el  marcaje  cKit/Kdr  se  observa  de  nuevo  el  aumento  de  la 
población de progenitores inmaduros, en este caso cKit+Kdr‐ en las células N1ICD+. 
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  Como hemos descrito en la  Introducción,  las HSCs se caracterizan por su potencial de 
autorrenovación  evaluado  por  la  capacidad  de  reconsCtución  a  largo  plazo  o  de  regeneración 
hematopoyéCca  de  receptores  secundarios.  Esta    deﬁnición  no  puede  aplicarse  a  estadíos 
embrionarios  tempranos  anteriores  a  E10.5  (salvo  en  reconsCtuciones  de  neonatos 





Tie2‐CRE/+;N1ICD/+,  tanto  a  E9.5  como  a  E10.5,  observamos  una  dramáCca  reducción  de  las 
frecuencias  de  CFUs,  tanto  eritroides,  como  eritromieloides  y  mulClineage  en  los  tejidos 
transgénicos  (Figura  18A).  Menos  marcada  fue  la  reducción  de  pequeñas  colonias  rojas  y 
compactas que emergían temprano en los culCvos y que correspondían a CFUs de la eritropoyesis 
primiCva  (datos  no  mostrados).  Al  puriﬁcar  células  N1ICD+  del  saco  vitelino  transgénico,  la 
reducción en CFUs se debía principalmente a los progenitores inmaduros cKit+CD45‐ y no tanto a 
las  células  hematopoyéCcas  cKit+CD45+  que  emprendían  el  camino  de  la  diferenciación  (Figura 
18B).  Este  resultado  indicaba  que,  a  pesar  de  la  expansión  observada  en  la  población  de 
progenitores  hematopoyéCcos  inmaduros  (Figura  17),  éstos  se  encontraban  funcionalmente 




de  progenitores,  aunque  los  análisis  cuanCtaCvos  descritos  en  el  párrafo  anterior  no  parecían 
apoyarlo.  Puriﬁcamos  adicionalmente  progenitores  cKit+,  cKit+CD45‐  (Figura  18B)  y  cKit+Tie2+  de 
las poblaciones celulares WT, N1ICD‐ y N1ICD+ a E9.5‐10.5. Sembramos números equivalentes de 
células  en  los  culCvos  en  Ctulación  y  la  frecuencia  de  aparición  de  CFUs  fue  contabilizada  a  lo 
largo de dos semanas de culCvo. La eﬁciencia clonal de los culCvos de células cKit+Tie2+ alcanzó 1 
colonia cada 1,5‐2 células sembradas (datos no mostrados). Sin embargo, en todos estos casos, el 




  Una caracterísCca  inesperada y exclusiva de  las pocas colonias generadas a parCr de 
progenitores  N1ICD+  fue  la  presencia  de  un  nuevo  Cpo  de  célula  polarizada,  de  morfología 
semejante  a  células  endoteliales  (Figura  18D),  junto  al  resto  de  componentes  celulares 
redondeados,  eritroides,  mieloides  o  de  megacariocitos  (Figura  18C).  Este  componente  celular 
tendía a disponerse en la periferia de las colonias y se conectaba con células equivalentes por sus 
extremos  polares  hasta  conformar  una  |pica  red  celular  entre  cuyos  espacios  intermedios  se 
incluían  agregados  celulares  hematopoyéCcos.  Esta  organización  celular  era  similar  a  la  de  las 
redes  vasculares  primiCvas  que  inician  la  angiogénesis.  De  hecho,  cuando  las  transferimos  a 
condiciones  especíﬁcas  de  diferenciación  vascular  desarrollaban  estructuras  pseudo‐tubulares 
(Figura 18E). Estas células N1ICD+ eran Ter119‐CD45‐, y eran capaces de  internalizar el  factor de 
von Willebrand (vWF, Figura 18F), |pico de células endoteliales maduras. Por el carácter clonal de 
estos  estudios  in  vitro,  debíamos  concluir  que  la  acCvación  consCtuCva  de Notch,  a  la  vez  que 
inhibía  el  potencial  hematopoyéCco  de  progenitores  inmaduros,  promovía  (y/o  rescataba)  el 
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desarrollo vascular de  los mismos –incluso en condiciones no especíﬁcamente establecidas para 





Figura  18.  La  sobre‐expresión  de  N1ICD  en  progenitores  Tie2+  conduce  a  una  alteración 
funcional  de  los  progenitores  hematopoyéQcos.  A.  Resultados  de  un  CFU‐C  con  células 
procedentes del  saco  vitelino  total WT  (barras  rojas)  y  Tie2‐CRE/+N1ICD/+  (barras  azules)  a 
E9.5  y  E10.5. B.  CFU‐C  de  las  poblaciones  cKit+CD45‐  y  cKit+CD45+  a  parCr  de  células WT 
(barras rojas) y EGFP+ (barras verdes) puriﬁcadas del saco vitelino a E9.5. C y D. Morfología de 
las  colonias  generadas  a  parCr  de  las  células  EGFP+  en  las  que  se  pueden  disCnguir  un 
componente central  formado por células hematopoyéCcas redondeadas (C) y en  la periferia 
un Cpo  celular  con una  forma Cpo ﬁbroblasto  (D). E. CulCvo de  las  células mostradas en D 
sobre  una  matriz  de  ﬁbronecCna.  Como  se  puede  observar,  las  células  eran  capaces  de 
ordenarse formando estructuras pseudotubulares. F. Tinción de las células mostradas en D y E 




pero nunca  a  parCr  de  células  CD45+  (datos  no mostrados),  de manera que no  era  debido  a  la 
inducción  de  algún  proceso  de  “transdiferenciación”  de  células  hematopoyéCcas  a  vasculares. 















signiﬁcaCva  a  E9.5  de  los  precursores  CD71highTer119+/high,  mientras  los  precursores  más 
inmaduros CD71+Ter119‐ y CD71highTer119+/low estaban relaCvamente expandidos. De hecho, estos 
precursores se encontraban bloqueados en el estadio de maduración de proeritroblasto (Asari et 
al,  2005;  Socolovsky  et  al,  2001).  Estos  resultados  fueron  conﬁrmados  con  la  Cnción  de  May 







Figura  19. Notch  y  el  desarrollo  eritroide  temprano. A. Marcaje  CD71/TER119  en  el  que  se 
puede  observar  un  bloqueo  parcial  en  el  estadio  de  proeritroblasto  de  los  precursores 
eritroide procedentes de células EGFP+ del saco vitelino a E9.5. B. Tinción de May Grumwald‐
Giemsa de extensiones celulares procedentes de saco vitelino WT y Tie2‐CRE/+N1ICD/+. Los 
paneles  de  la  derecha  muestran  un  detalle  de  dos  células  |picas  de  ambos  genoCpos.             




  Estos  datos  estaban  en  consonancia  con  el  aspecto  pálido  que  mostraba  en  saco 
vitelino  de  los  embriones  transgénicos  (Figura  9B  y  F).  De  hecho,  al  centrifugar  la  suspensión 






  Observamos  un  bloqueo  más  moderado  de  la  diferenciación  eritroide  en  células 
N1ICD‐.  Esto  podría  deberse  a  (1)  señales  intercelulares  directamente  relacionadas  con  la 
acCvación  consCtuCva  de  Notch  en  células  adyacentes  y/o  a  (2)  procesos  de  inhibición  de 




  A  diferencia  del  linaje  eritroide,  la  diferenciación  megacariocíCca  parecía  estar 
preservada (y/o modestamente incrementada) en los embriones transgénicos y células N1ICD+. La 




















  Actualmente  se  considera  que  en  el  saco  vitelino  temprano  se  produce  una  onda 
primiCva  de  mielocitos,  probablemente  a  parCr  de  progenitores  mieloeritroides  que  emergen 
antes  que  las  HSCs  de  la  P‐Sp  intraembrionaria.  Por  otra  parte,  en  diferentes  contextos,  la 
acCvidad  de  la  vía  de  Notch  ha  sido  implicada  tanto  en  promoción  como  en  bloqueo  de  la 
mielopoyesis  (Bigas  et  al,  1998;  de  Pooter  et  al,  2006;  Kumano  et  al,  2001; Milner  et  al,  1996; 









  Por  otro  lado  y  trazando  las  expresiones  de  receptores  asociados  a 
monocitos/granulocitos  (CD11b/Mac1,  F4/80,  GR‐1)  junto  a  CD45  y  cKit,  exploramos  las 
poblaciones  mieloides  in  vivo  (Figura  21).  Cuando  analizamos  la  expresión  del  an|geno  F4/80        
–presente  a  lo  largo  de  todos  los  estadios  de maduración mieloide–,  el  patrón  recapitulaba  el 
descrito  para  CD45:  un  aumento  de  células  F4/80+  en  el  comparCmento N1ICD+  respecto  a  las 
N1ICD‐  y WT  (Figura 21A). A diferencia de  las  dos úlCmas –F4/80highcKit‐,  en  su mayoría  (Figura 
21A, a y b)–,  las presentes en  la población N1ICD+ contenían tanto células con un nivel bajo del 






Figura  21.  Efecto  de  la  sobreacQvación  de  la  vía  Notch  sobre  la  diferenciación mieloide. A. 
Marcaje  de  las  células  WT,  EGFP‐  y  EGFP+  puriﬁcadas  para  detectar  F4/80  (paneles  de  la 
izquierda) y c‐Kit (forward scadered, paneles de la derecha). Observamos un níCdo aumento 







(Figura  21A,  c).  Este  dato  implicaba  un  bloqueo  selecCvo  en  la  diferenciación  a  granulocitos 
primiCvos como consecuencia de la acCvación consCtuCva de la vía Notch.  
 
  Recientemente,  se  ha  descrito  que  esta  población  GR‐1+cKit‐  podría  corresponder  a 
una  onda  de  diferenciación  mieloide  cuya  ventana  temporal  durante  la  embriogénesis  sería 
anterior  a  los  estadios  que  nosotros  analizamos,  con  lo  que  a  E9.5  estaría  aparentemente  ya 
concluida  (Bertrand  et  al,  2005b).  AlternaCvamente,  también  podrían  ser  de  origen materno  y 
consCtuir una población contaminante en este experimento. No obstante, el hecho de que este 
mismo  bloqueo  pudimos  reproducirlo  en  condiciones  promieloides  de  culCvos  estromales 




  Para  descartar  completamente  la  posibilidad  de  que  las  células  GR‐1+  de  los 
comparCmentos  celulares WT  y  EGFP‐  fuesen  de  origen materno,  cruzamos  hembras  Ly5.2  con 
machos  Ly5.1, de  los que  recuperamos embriones a E9.5.  La expresión de  la  isoforma Ly5.1 en 
una fracción de la población GR‐1+ de dichos embriones conﬁrmó el origen embrionario de estas 
células  (datos  no  mostrados).  Todos  estos  resultados  sugerían  fuertemente  que  la  acCvación 
consCtuCva  de  la  vía  de  Notch  promovía  los  primeros  estadios  de  la  diferenciación  mieloide 








ciclo  celular,  ya  sea  promoviendo  la  proliferación,  por  ejemplo  en  leucemias  T  (revisado  en 
Grabher  et  al,  2006),  o  provocando  una  parada  del  ciclo  celular,  como  en  el  borde  de  los 
comparCmientos  anterior  y  posterior  del  ala  de  Drosophila  (Herranz  et  al,  2008).  Tras  la 
gastrulación,  el  embrión  de  ratón  experimenta  tasas  verCginosas  de  proliferación.  Muy  en 
parCcular, en el  sistema hematopoyéCco  los números celulares aumentan de  forma  logarítmica 
entre  E10.5  y  E14.5.  Así,  por  ejemplo,  a  E11.5,  hasta  la  mitad  de  los  progenitores 
hematopoyéCcos captan BrdU después de un pulso de 30 minutos (datos no mostrados).  
 
  Por  todo ello, nos planteamos estudiar el posible efecto de  la expresión consCtuCva de 
N1ICD  sobre  la  proliferación  hematopoyéCca  embrionaria.  Como  abordaje  experimental 
uClizamos  el  colorante  vital  Hoescht  33342  (ver  Materiales  y  Métodos),  que  nos  permi|a 
preservar  las  proteínas  de  membrana  y  la  EGFP  citoplasmáCca.  Como  control,  uClizamos  una 
muestra de Cmo adulto (Figura 22A), lo que nos permiCó delimitar con niCdez las células que se 

















  Sorprendentemente,  la  población  CD45+  consCtuía  una  fracción  pequeña  de  todas  las 
células  del  saco  vitelino  (entre  el  3‐4% en un  embrión WT,  Figura  16).  Por  esto,  las  diferencias 
observadas  a  en  el  saco  vitelino  total  (Figura  22D)  debían  corresponder  principalmente  a  los 
precursores y estadios intermedios de la línea eritroide.  
 
  Hallazgos  similares  fueron  reproducidos  con  Cnciones  de  yoduro  de  propidio  sobre 
poblaciones  EGFP+  y  EGFP‐  puriﬁcadas  (datos  no mostrados).  Estos  resultados  nos  permiCeron 
concluir  que  la  acCvación  consCtuCva  de  Notch  en  células  hematopoyéCcas  embrionarias 
  72 





Figura  22.  La  acQvación  consQtuQva  de  Notch  conlleva  un  incremento  en  la  tasa  de 
proliferación  celular.  Estudio  de  la  tasa  de  proliferación  celular  entre  las  poblaciones  WT, 
EGFP‐  y  EGFP+  puriﬁcadas  del  saco  vitelino  mediante  el  colorante  vital  Hoescht  33342.  A. 
Análisis del ciclo celular de una muestra de Cmo adulto, en la que se delimitan las células en 
G0‐G1  (a)  y  las  células  en  ciclo  (fases  G2‐S‐M,  b). B.  Tasa  de  Proliferación  de  la  suspensión 
celular WT, EGFP‐ y EGFP+ procedente del saco vitelino completo que mostró un incremento 
de dos veces en el porcentaje de células en ciclo dentro del comparCmento EGFP+ respecto al 
WT.  C.  Estudio  de  la  proliferación  celular  en  el  fracción  cKit+  del  saco  vitelino.  que  no 
experimentó cambios en las células transgénicas. D. Diferencias en el porcentaje de células en 




  Por  otro  lado,  un  cierto  nivel  de  apoptosis  se  produce  durante  la  diferenciación 
hematopoyéCca embrionaria  (menor que  la existente en  la médula ósea adulta o en el Cmo), y 
nos planteamos invesCgar si podía ser parcialmente modulada por Notch. Para ello, realizamos un 
doble  marcaje  con  Anexina  V/7‐AcCnomicinaD  (AnV/7AAD),  que  permiten  disCnguir  las  fases 
temprana y tardía de la apoptosis, así como la muerte celular por necrosis.  Como se muestra en 
la  Figura  23,  las  pequeñas  frecuencias  de  células  AnV+7AAD‐  (apoptosis  inicial)  y  AnV+7AAD+ 
(apoptosis avanzada) fueron sistemáCcamente inferiores entre las células EGFP+ que en las EGFP‐ 
y WT. Aunque los cambios celulares como consecuencia de la apoptosis eran menores en relación 








(Anv)  y  7AcCnomicina D  (7AAD),  permiten  discriminar  las  células  que  se  encuentran  en  las 







  A  ﬁn  de  intentar  perﬁlar  los  fundamentos  genéCcos  de  los  efectos  observados  bajo  la 
acCvación consCtuCva de la vía de Notch en precursores hematopoyéCcos, decidimos seleccionar 
un  amplio  panel  de  factores  de  transcripción  relevantes  en  la  emergencia  del  sistema 
linfohematopoyéCco  y  el  establecimiento  de  linajes  celulares.  Un  abordaje  intensivo  a  nivel 
genómico  (en  curso)  puede  revelar  otras  alteraciones  y/o  dianas  no  previstas  a  priori,  pero, 
debido  al  número  limitado  de  células  disponible  por  embrión,  optamos  por  una  primera 
aproximación  experimental  por  RT‐PCR  cuanCtaCva  a  Cempo  real  y  semicuanCtaCva  (ver 
Materiales y Métodos).  
 
  Por  otra  parte,  realizamos  muchos  de  estos  análisis  sobre  poblaciones  celulares 
puriﬁcadas  lo  que  aumentaba  la  especiﬁcidad  de  los  resultados  así  como  los  diferentes  Cpos 






  Estudios  funcionales  en  ratón han demostrado el  requerimiento de una  serie de  genes, 
que codiﬁcan en su mayor parte factores de transcripción, en el inicio de la hematopoyesis, el 
establecimiento  de  la  onda  deﬁniCva  y/o  la  especiﬁcación  de  sus  diferentes  linajes.  En 
nuestros  análisis  genéCcos,  ﬁjamos  nuestra  atención  en  la  expresión  de  los más  relevantes 
(Tabla 1): SCL, Fli1, Ldb1, Lmo2, GATA2, GATA3 y AML1/Runx1. Como se muestra en la Figura 
24,  los niveles de SCL  y Fli1  fueron moderadamente reducidos en muestras de células EGFP+ 






cambios,  la expresión  relaCva de GATA2  estaba disminuida en  todas  las muestras de  células 
EGFP+ con respecto a las WT. Este hecho es parCcularmente inesperado pues diversos modelos 
experimentales han sostenido la inducción de GATA2 en respuesta a la acCvación de Notch (de 





Figura  24.  Análisis  genéQco  de  la  expresión  de  genes  esenciales  de  la  hematopoyesis 
embrionaria. Estudio por RT‐PCR semicuanCtaCva de la expresión de genes esenciales para el 
desarrollo  hematopoyéCco  embrionario  tanto  en  extractos  totales  del  saco  vitelino  WT  y 
Tie2‐CRE/+;N1ICD/+  (paneles  de  la  izquierda),  como  en  las  poblaciones WT,  EGFP‐  y  EGFP+ 
puriﬁcadas  (paneles centrales y de  la derecha). A. Genes analizados en extractos  totales de 















vía  crucial  para  la  generación  de  los  progenitores  hematopoyéCcos  deﬁniCvos,  donde 
AML1/Runx1  sería  el  mediador  directo  de  la  señalización  de  Notch.  Sin  embargo,  cuando 










por  anemia  severa  debida  a  la  ausencia  casi  completa  de  eritropoyesis  hepáCca  (Tabla  1; 
Mucenski  et  al,  1991).  A  su  vez,  c‐Myb  está  implicado  en  la  proliferación  de  determinados 
linajes  hematopoyéCcos.  El  hecho  de  que  la  acCvación  consCtuCva  de  Notch  resulte  en  un 
aumento de la transcripción de este gen no sólo en el saco vitelino total, sino en la población 








  Los  embriones  Tie2‐CRE/+;N1ICD/+  presentan  un  bloqueo  en  la  diferenciación  eritroide 
en  el  estadio  de  formación  de  hemoglobina  por  parte  de  los  precursores  (Figura  19A  y  C). 
GATA1 en cooperación con el llamado “Friend of Gata1” (FOG1), representa el gen clave para 
la  especiﬁcación  eritroide  actuando  en  compeCción  con PU.1.  Tal  y  como  se muestra  en  la 
Figura 26, su nivel de expresión no cambió de manera importante ni en los extractos totales de 





saco vitelino de  los embriones Tie2‐CRE/+;N1ICD/+.  Sin embargo,  la  reducción observada de 
GATA2 –que establece un balance de expresión y control de genes diana con GATA1– podría 
“equilibrar” las conCnuas señales provenientes del N1ICD. Por otro lado, la sobre‐expresión de 
Figura  25.  Expresión  de  SCL,  Fli1  y  GATA2  en  los 
progenitores cKit+. Como se puede apreciar en la Figura, 
los  progenitores  inmaduros  cKit+  mostraron  una 
expresión  similar  de  SCL  en  las  tres  poblaciones 







genes  involucrados  en  el  camino  de  especiﬁcación  y  maduración  eritroide.  Los  factores  de 
transcripción  con  dedos  de  Zn  Krüppel‐like  controlan  la  expresión  de múlCples  genes  de  la 
diferenciación eritroide, por ejemplo, las globinas de la eritropoyesis primiCva y deﬁniCva. Por 
ello,  quisimos  evaluar  la  expresión  de  los  genes  EKLF/KLF1  y  KLF2.  En  ambos  casos,  su 
expresión se vio notablemente disminuida tanto en el saco vitelino transgénico total, como en 
la  población  de  células  EGFP+  respecto  al WT  (Figura  26A).  Este  resultado  indicaba  que  los 
progenitores  eritroides  eran  capaces  de  comenzar  el  camino  de  diferenciación  con  una 
























que  codiﬁcan  para  enzimas  de  la  maquinaria  líCca  de  granulocitos  maduros,  MPO  y  LyzM, 








  Un  número  limitado  de  vías  de  señalización  subyacen  de  forma  recurrente  en  el 
desarrollo y especiﬁcación de diferentes  sistemas, órganos y  linajes  celulares, especialmente 
en el sistema heametopoyéCco, como por ejemplo: Wnt, BMP y AcCvina (Nostro et al, 2008); 
Hedgehog, EGF, ácido  reCnoico, Notch, etc. En  la mayor parte de  los casos, no actúan como 
módulos comparCmentalizados sino que interaccionan entre sí, lo que hace dicil su disección 
funcional  aislada.  En  parCcular,  se  ha  especulado  sobre  la  colaboración  Notch‐Wnt  en  la 
biología  de  la  autorrenovación  (“self‐renewal”)  de  células  madre  (Hayward  et  al,  2006; 
Hayward  et  al,  2005).  Respecto  a  las  HSC,  la  información  es  tan  extensa  como  confusa 
(revisado  en  Duncan  et  al,  2005;  Reya  et  al,  2003).  Recientemente,  ha  sido  descrito  por  el 
grupo de Gordon Keller un estudio bien controlado de generación de hematopoyesis a parCr 
de células ES y no  in vivo. En este trabajo,  la acCvación de Notch a nivel de hemangioblastos 





  Para  comprobar  si  un  efecto  similar  ocurría  en  los  embriones  Tie2‐CRE/+;N1ICD/+, 
































































































































































































































Notch  en  la  hematopoyesis  embrionaria  y  adulta  queda  demostrada  por  el  hecho  de  que 
translocaciones  y/o  mutaciones  que  acCvan  de  forma  consCtuCva  el  receptor  Notch1,  son 
responsables aproximadamente del 50% de los casos de T‐ALL (revisado en Grabher et al, 2006). 
La T‐ALL es una alteración de  los Cmocitos desarrollada principalmente en niños y adolescentes 




ayudado  a  perﬁlar  el  papel  de  Notch  durante  el  desarrollo  hematopoyéCco.  Sin  embargo, 
encontramos  escasos  trabajos  donde  se  aborde  experimentalmente  una  aproximación  de 
ganancia de función in vivo . A medida que avanzaba el trabajo presentado en esta tesis doctoral, 
fue  publicado  un  estudio  de  sobre‐expresión  de  N1ICD  en  los  progenitores  hematovasculares 
  82 
Tie2+  similar  al  nuestro,  que  describía  el  papel  de  Notch  en  varios  tejidos  durante  la 
embriogénesis (Venkatesh et al, 2008). 
 
  Brevemente,  los autores describen que  la acCvación consCtuCva de Notch en  las células 
Tie2+  conduce  a  una  letalidad  a  E10.5  con  alteraciones  en  el  remodelado  de  vasculatura 
embrionaria  y  del  saco  vitelino,  defectos  cardiacos,  de  la  musculatura  lisa  vascular  y  de  la 
diferenciación hematopoyéCca (Venkatesh et al, 2008). En concreto, el fenoCpo hematopoyéCco 
descrito se reduce a alteraciones en el desarrollo eritroide sin cambios en el linaje mieloide y en 
las  poblaciones  de  progenitores  inmaduros  c‐Kit+Flk1+.  Además,  por  CFU‐C,  muestran  una 
reducción  de  HSCs  en  el  saco  vitelino  de  los  doble  heterocigotos  y  por  RT‐PCR  sugieren  un 










promoción  de  la  diferenciación  mieloide  (Figura  16  y  21).  Asimismo,  existe  un  incremento  de 
progenitores  bipotenciales  inmaduros  (clásicamente,  hemangioblastos  o  BL‐CFCs)  en  el  saco 
vitelino transgénico a E9.5 (Figura 17 y 18), así como de la proliferación en células CD45+ (Figura 




Estos  defectos  sugieren  un  papel  crucial  de  Notch  durante  el  desarrollo  del  sistema 
hematopoyéCco,  poniendo de  relieve  una  función muy  relevante  en  los  estadios  iniciales  de  la 
ontogénesis.  Como  ya  hemos  descrito  en  el  apartado  de  Resultados,  estas  alteraciones 
hematopoyéCcas  unidas  a  los  posibles  defectos  en  la  contracClidad  y  el  volumen  de  eyección 











la arteria vitelina es  la  conexión directa entre el  saco vitelino y el embrión,  sugieren que existe 









proceden  del  saco  vitelino  extraembrionario.  Nuestros  resultados  sugieren  esta  migración  de 
progenitores hematopoyéCcos desde el saco vitelino a los tejidos hematopoyéCcos deﬁniCvos. 
 





Estos  hallazgos  recientes  nos  hacen  volver  de  nuevo  a  un  paradigma  clásico  en  el 
desarrollo hematopoyéCco:  ¿Hay  realmente un único  siCo de origen de  la hematopoyesis en el 
embrión o, por el contrario, es un evento redundante que Cene lugar en diferentes localizaciones 
embrionarias a lo largo del desarrollo? Aunque clásicamente se ha asumido que la hematopoyesis 
primiCva y deﬁniCva  son el  resultado de dos programas genéCcos bien diferenciados,  y aún no 





falta  de  función  de  la  vía  (Tabla  3)  en  cuanto  a  lo  que  se  reﬁere  a  la  hematopoyesis 
intraembrionaria. Como hemos detallado en la introducción, varios trabajos describieron el papel 







Notch  en  los  progenitores  hematopoyéCcos  requiere  un  rango  estrecho  de  acCvación  (en 
amarillo)  para  llevar  a  cabo  su  función  correctamente  –como  en  una  situación  WT– 
resultando en un desarrollo hematopoyéCco normal. De esta manera, tanto la falta como la 
ganancia de  función fuera de esa  franja conllevan un fallo en  la comunicación  intercelular y 
una alteración del sistema en desarrollo. 
 
  La  ausencia  total  de  células  CD45+  en  la  porción  caudal  de  los  embriones  Tie2‐
CRE/+;N1ICD/+ a E9.5 (Figura 14) sugieren que existe un efecto dosis dependiente a la acCvación 
de  Notch  durante  el  desarrollo  hematopoyéCco.  De  esta manera,  sería  necesario  un  equilibrio 
muy preciso de dicha acCvación para  llevar a cabo la función de forma correcta (Figura 27). Así, 
tanto la falta como la ganancia de función por encima o por debajo de ese ﬁno umbral, conlleva 
un  fallo  intrínseco  en  el  sistema  de  señalización  que  resultaría  en  un  bloqueo  del  desarrollo 
  84 
hematopoyéCco.  En  la  literatura  encontramos  un  efecto  similar  descrito  para  la  pérdida  y  la 








acCvación  consCtuCva  de  Notch  en  los  progenitores  hematovasculares  tempranos  Tie2+,  se 
expande  en  el  Cempo  la  población  de  hemangioblastos/BL‐CFCs  embrionarios.  Estas  células 
bipotenciales  que  desde  principios  del  siglo  pasado  han  sido  postuladas  como  precursoras 




C‐F),  suponen  evidencias  claras  de  la  persistencia  de  esta  población  de  células  bipotenciales 
(Huber et al, 2004) en el Cempo. Es la primera vez que se describe un fenoCpo similar. Además, 
como la recombinación sólo ocurre en las células Tie2+ donde la acCvidad de la recombinasa CRE 
ha  sido  eﬁciente  (Figura  15),  este  resultado  indica  que  al  menos  una  parte  de  los 
hemangioblastos/BL‐CFCs  embrionarios,  si  no  todos,  deben  pasar  por  un  estadio  Tie2+  –para 
quedar bajo la inﬂuencia de la acCvidad consCtuCva de N1ICD–. 
 
  Por  otro  lado,  que  los  precursores  hematopoyéCcos  tempranos  se  mantengan  en  el 
Cempo podría deberse a la acción de Notch en la regulación de la tasa de proliferación. De esta 
manera,  podrían  mantenerse  los  hemangioblastos/BL‐CFCs  con  la  maquinaria  celular  no 
preparada  para  emprender  el  camino  de  la  maduración  hacia  estadios  hematopoyéCcos  más 
diferenciados. Sin embargo, el aumento de proliferación que observamos en el  saco vitelino de 
los  embriones  Tie2‐CRE/+;N1ICD/+  (Figura  22B)  es  debido  a  las  células  hematopoyéCcas  ya 
compromeCdas  EGFP+CD45+  (Figura  22B),  entre  otras,  y  no  a  los  progenitores  inmaduros 
EGFP+cKit+ (Figura 22C).  
 
  Otra  posibilidad  podría  ser  que  no  se  tratara  realmente  de  una  pequeña  población  de 
hemangioblastos  tempranos  que  debían  haber  desaparecido  a  E7.5‐8.  Podría  tratarse 
simplemente  de  un  linaje  de  progenitores  hematopoyéCcos  o  vasculares  inmaduros  pero  ya 




  Recientemente, se han publicado varios trabajos en  los que se muestran que  in vitro  las 
BL‐CFCs  antes  de  generar  los  progenitores  hematopoyéCcos  deben  pasar  por  un  estadio 
endotelial  que  es  transitorio  (Chen  et  al,  2009;  Eilken  et  al,  2009;  Lancrin  et  al,  2009).  Estos 
resultados  corroboran  la  ínCma  relación  que  existe  entre  ambos  linajes  durante  su  desarrollo 
temprano en el embrión. Sin embargo, qué papel desempeña Notch en estos primeros estadios 
de  la  ontogénesis  hematopoyéCca  para  prolongar  en  el  Cempo  la  población  de  progenitores 











AcDvación  consDtuDva  de  Notch:  promoción  inicial  y  bloqueo  posterior  de  la 
maduración eritroide y mieloide. 
 




en  otros  contextos  celulares:  la  señalización  Notch  potencia  la  granulopoyesis  de  la  línea  de 







en  la  población  EGFP+  de  los  embriones  Tie2‐CRE/+;N1ICD/+  existe  una  clara  disminución  de 
células eritroides más diferenciadas CD71+Ter119+. Sin embargo, el grueso celular se concentra en 
el  estadio  intermedio  de maduración CD71+Ter119‐,  indicando que  la  acCvación  consCtuCva  de 
Notch dirige a los progenitores eritroides hacia la maduración, pero una vez acCvado el programa 
de diferenciación quedan bloqueados. De esta manera, los eritroblastos EGFP+ nunca alcanzan el 
estadio  ﬁnal,  no  llegan  a  sinteCzar  hemoglobina,  produciendo  así,  el  aspecto  pálido  del  saco 











demuestra  que  la  acCvación  de  Notch  dirige  las  HSCs  hacia  la  diferenciación  y  maduración  a 
megacariocitos  (Mercher  et  al,  2008).  El  postulado  sobre  la  existencia  de  un progenitor  común 
para  eritrocitos  y  megacariocitos  ha  sido  un  tema  aceptado  por  la  comunidad  cien|ﬁca.  Sin 
embargo,  qué  función  concreta  realiza Notch  en  la  divergencia  de  ambos  linajes  siguen  siendo 






Algunos  trabajos  han  descrito  un  papel  inhibitorio  de  Notch  de  la  diferenciación  mieloide  en 
células  32D  (Bigas  et  al,  1998;  Kumano  et  al,  2001;  Milner  et  al,  1996),  pero  también  hay 
evidencias  de  que  la  acCvación  consCtuCva  de  Notch  en  esta  línea  celular  promueve  una 







  Nuestros resultados muestran que  in vivo,  como consecuencia de  la sobre‐acCvación de 





y  uno  de  sus  genes  diana,  c‐fms/CSF‐R,  está  aumentada.  Sin  embargo,  la  expresión  de MPO  y 
LyzM –expresada por células mieloides maduras– está sistemáCcamente disminuida  (Figura 26). 




  Todos  los  datos  presentados  en  esta  tesis  y  los  ya  publicados  en  la  literatura, 
aparentemente  contradictorios  unos  con  otros,  indican  que  la  función  de  Notch  en  la 
mielopoyesis embrionaria podría ser temporal y/o dependiente del contexto. Es decir, en función 
del ambiente y el estadio de desarrollo en que se encuentren los progenitores hematopoyéCcos 
embrionarios,  son  capaces  de  responder  de  manera  diferencial  a  la  señalización  por  Notch. 
Consideramos que  los datos más concluyentes son aquellos en  los que  las células  son extraídas 






  En  su  conjunto,  estos  resultados  sugieren  que  Notch  en  el  proceso  de mielopoyesis  es 
requerido  en  una  ventana  temporal  muy  precisa,  de  manera  que,  en  condiciones  normales 
(embrión WT), se acCvaría para inducir en los progenitores el desCno mieloide y posteriormente, 
se  apagaría  para  que  la  célula  conCnuase  el  proceso  normal  de maduración.  En  los  embriones 











  Como  hemos  mostrado  en  la  Figura  22,  en  el  saco  vitelino  total  de  los  embriones                         
Tie2‐CRE/+;N1ICD/+ existe un aumento importante en el porcentaje de células que están en ciclo. 
Cuando  lo  analizamos  en  detalle,  vemos  que  este  aumento  reside  en  las  células  EGFP+  y 
concretamente,  en  las  células  CD45+  ya  compromeCdas  en  la  diferenciación  y  maduración 
hematopoyéCca, y no en los progenitores inmaduros cKit+.  
 
  Un dato curioso y  sorprendente es el  resultado aparentemente paradójico que muestra 





temporal  y  diferencial  en  cada  linaje,  de  manera  que  la  máxima  tasa  de  proliferación  en  los 




  Sin  embargo,  como  hemos  apuntado  en  el  apartado  de  Resultados,  aunque  la  tasa  de 
proliferación  en  células  CD45+  es  muy  alta  (Figura  22,  paneles  de  la  derecha),  esta  población 
representa entre el 3‐4% del total de células del saco vitelino en embriones WT (Figura 16). Por 
tanto, no serían  las responsables completamente del aumento global en  la tasa de proliferación 
que  observamos  en  este  tejido  transgénico  (Figura  22,  paneles  de  la  izquierda).  Este  resultado 




muestra  una  disminución  de  la  apoptosis  (Figura  23).  Este  resultado  está  en  aparente 
contradicción  con  un  trabajo  reciente  que  muestra  que  en  los  embriones  deﬁcientes  del  gen 
RBPJκ poseen una acumulación de células eritroides en el saco vitelino debido a una disminución 
de  la  apoptosis  (Robert‐Moreno  et  al,  2007).  Aunque  los  resultados  de  este  estudio  no  son 
totalmente claros, esta controversia pone de maniﬁesto otro ejemplo en el que Notch precisaría 
un  rango  de  acCvación  muy  estrecho  para  poder  realizar  su  función  correctamente.  De  esta 
manera, tanto la pérdida como la ganancia de función de la vía resultarían en un fenoCpo similar. 














grupos  de  B.  Gokgens,  R.  PaCent  y  L.  Zon  entre  otros,  intentan  describir  ese  núcleo  genéCco 
fundamental de componentes indispensables que, por medio de interacciones mutuas, procesos 
de  retroalimentación  posiCva  y  funcionamiento  en  complejos  mulCproteicos,  hace  posible  el 
establecimiento de la hematopoyesis embrionaria. 
 
  En  el  análisis  genéCco  presentado  en  las  Figuras  24‐26,  quisimos  evaluar  la  posible 
modulación por Notch de los factores de trascripción más importantes desde las primeras etapas 
del desarrollo hematopoyéCco. Genes como SCL, LMO2, LDB1, GATA2 y Fli1, han sido implicados 
de  forma  crucial  en  estos  estadios  tempranos  de  desarrollo.  Recientemente  se  ha  demostrado 
que Fli1 actuaría por encima de los anteriores regulando algunos de ellos. 
 
  Como  se  muestra  en  la  Figura24,  aunque  LMO2  y  LDB1  no  experimentaban  cambios 
sustanciales, GATA2, Fli1  y más moderadamente SCL,  estaban sistemáCcamente disminuidos en 
todas las muestras de saco vitelino transgénico total y en las células EGFP+. Cuando examinamos 
la  expresión  de  estos  tres  úlCmos  en  los  precursores  inmaduros  cKit+  en  las  poblaciones  WT, 
EGFP‐  y  EGFP+  puriﬁcadas,  obtuvimos  resultados  similares,  sugiriendo  que  la  acción  de  Notch 
  88 
sobre GATA2, SCL y Fli1, ocurría ya en estadios muy tempranos de desarrollo hematopoyéCco. De 
hecho  los defectos en  los progenitores mulCpotenciales N1ICD+  (Figura 18), podrían deberse en 
gran  parte  a  la  represión  transcripcional  que  sufren  estos  tres  genes.  Este  resultado  pone  de 
maniﬁesto  dos  puntos  clave:  (1)  Notch  actuaría  muy  temprano  –E7.0‐7.5–  upstream  de  todos 
ellos, modulando su expresión, quizá a nivel del los hemangioblastos/BL‐CFCs bipotenciales; y (2) 
estos  progenitores  hematopoyéCcos  mulCpotenciales  tempranos  deben  expresar  en  algún 
momento de su ontogenia el gen Tie2, para poder recibir  la  inﬂuencia de  la sobre‐acCvación de 




de  múlCples  tejidos  ha  sido  tema  de  estudio  durante  los  úlCmos  años.  Como  hemos  dicho 
anteriormente,  recientemente  se  han  descrito  interacciones  Notch‐Wnt  en  la  generación  de 
progenitores hematopoyéCcos in vitro a parCr de células ES (Cheng et al, 2008). Que la acCvación 
consCtuCva de Notch resulte en una expresión incrementada de DKK1 y Wnt5a –inhibidores de la 
vía  no  canónica  de  Wnt–  de  una  manera  autónoma  celular  (Figura  26),  muestran  una 
comunicación  real  de  estas  dos  vías  quizá  modulando  los  primeros  estadios  del  desarrollo 






  A  la  luz de nuestros  resultados,  cabe plantearse una pregunta  fundamental:  ¿Qué es  lo 
que está ocurriendo en los embriones donde hemos sobre‐acCvado Notch de forma consCtuCva 
en  los  progenitores  hematovasculares  Tie2+  para  que  resulte  un  efecto  letal  embrionario?  El 
trabajo de esta tesis muestra que Notch1 es crucial en la deﬁnición de los primeros progenitores 
hematopoyéCcos  regulando  potencialmente  la  función  de  genes  esenciales  en  las  fases 
tempranas del desarrollo, como son Fli1 y GATA2 (Hart et al, 2000; Spyropoulos et al, 2000; Tsai 











en  los  progenitores  hematovasculares  Tie2+,  nos  ha  mostrado  resultados  hasta  ahora  no 
descritos.  En  primer  lugar,  la  falta  de  función  de  Notch  no  parece  afectar  funcionalmente  las 
células Tie2+, que aparecen en estadios tempranos de desarrollo  en los tejidos extraembrionarios 






ganancia  de  función  pone  en  relieve  funciones  de  Notch  en  las  fases  más  tempranas  de  la 




























































































































1.  La  sobre‐acCvación de  la  vía Notch en  los  linajes  vascular  y hematopoyéCco a parCr de 
E7.5  causa  un  efecto  letal  embrionario  presumiblemente  debido  a  defectos 
hematovasculares  que  alteran  la  hemodinámica  impidiendo  un  correcto  aporte  de 
oxígeno y nutrientes a todas las células del organismo, siendo letal entre E10‐10.5. 
 
















parcialmente,  mientras  que  no  inﬂuiría  o  incluso  favorecería  el  desarrollo  de 
megacariocitos. 
 
7. La acCvación consCtuCva de Notch promueve  los primeros estadios de  la diferenciación 
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